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^2 (54) Title: METHOD AND AGENT FOR PRODUCING THERAPEUTICALLY ACTIVE BLOOD COMPOSITIONS 

C<l (54) Bezeichnung: VERFAHREN UND MTTTEL ZUR HERSTELLUNG THERAPEUTISCH WIRKSAMER BLUTZUSAM- 
MENSETZUNGEN 

0O (57) Abstract: The invention relates to a method for producing induced blood compositions from blood, whereby the blood cells, 
^ in a transient or stable manner, express and optionally secrete one or more therapeutically and/or diagnostically significant proteins 
and/or effector molecules. * 

Q (57) Zusammenfassung: Verfahren zur Herstellung induzierter Blutzusammensetzungen aus Blut, wobei die Blutzellen transient 
Oder stabil ein oder mehrere therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsame Protein und/oder EffektormolekUle exprimieren und ' 
gegebenenfalls sezernieren. 
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Verfahren und Mittel zur Herstellunq therapeutisch wirksamer 
Blutzusammensetzunqen 

Beschreibunq 

5 Die Erfindung betrifft im Wesentlichen Verfahren zur Herstellung in- 
duzierter Blutzusammensetzungen aus Blut, wobei die Blutzellen 
transient oder stabil ein oder mehrere therapeutisch oder diagnos- 
tisch bedeutsame Proteine und/oder Effektormolekule exprimieren 
und gegebenenfalls sezernieren. 

10 Die Produktion von eukaryontischen, rekombinanten Proteinen ist 
aufwendig und teuer. Die korrekte Prozessierung solcher Proteine ist 
ebenfalls problematisch. Die Starke der therapeutischen Wirkung der 
Proteine ist stark abhangig von der Prozessierung dieser Proteine. 
Herkommliche rekombinante Proteine zeigen eine mangelnde Wirk- 

15 samkeit durch falsche Prozessierung, zum Beispiel das Fehlen der 
Glykosylierung. Die korrekte Prozessierung der rekombinanten Pro- 
teine erhoht die therapeutische Wirksamkeit urn ein Vielfaches. 

Es ist es sehr aufwendig, rekombinante Proteine ohne Verunreini- 
gungen herzustellen. Der Grad der Reinheit spielt aber bei deren 

20 Wirkung und bei der Vermeidung von Nebenwirkungen eine grolie 
Rolle. Auf herkommliche Art und Weise hergestellte rekombinante 
Proteine konnen zu UnvertrSglichkeitsreaktionen fQhren, welche ins- 
besondere durch die in den Proteinpraparationen enthaltenen Verun- 
reinigungen selbst sowie durch mogliche Reaktionen des Organis- 

25 mus, insbesondere Immunreaktionen, auf die Proteine und/oder die 
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Verunreinigungen zuruckzufuhren sind. Die Bereitstellung von re- 
kombinanten Proteinen gewonnen aus, insbesondere autologen, 
Zellen des tierischen Oder menschlichen Korpers, welche darilber 
hinaus leicht erhaltlich sind, wird daher angestrebt. 

5 Bisher ist die Transfektion verschiedener spezifischer Fraktionen von 
Blutzellen bekannt Van Tendeloo et a/., (Gene Therapy (2000) 
7:1431-1437) beschreiben Systeme fur den Gentransfer in primare 
menschliche Blutzellen mittels Elektroporation, wobei als Blutzellen 
aktivierte menschliche T-Lymphozyten und/oder adulte Knochen- 

10 markszellen des Typs CD34 + jeweils in ihrer kultivierten Form durch 
Elektroporation transfiziert werden. Jeweils vor der Transfektion wer- 
den die T-Lymphozyten durch die Anwendung von PHA oder durch 
CD3-, cross linking" und durch lnterleukin-2 vor der Transfektion akti- 
viert. Ebenso beschreiben Harrison et aL (BioTechniques (1995) 

15 19:816-823) den Gentransfer mittels kationischer Lipide in Zelllinien 
oder in primare menschliche Zellen, insbesondere mononucleare 
Zellen des peripheren Blutes und/oder CD34 + -angereicherte hama- 
topoetische Zellen. 

Alternative Methoden zur Transfektion von eukaryontischen Zellen, 
20 beispielsweise durch primar mechanische Beanspruchung sind be- 
schrieben. Costanzo und Fox (Genetics (1988) 120:667-670) be- 
schreiben die Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA und 
kleinen Glaskugeln („glassbeads") in YPD-Medium. Dabei werden 
die Glaskugelchen benutzt, urn die Zellen mechanisch „aufzureiben", 
25 was das Eindringen der Plasmid-DNA in die Hefezellen erleichtert 

Ausgehend vom Stand der Technik besteht das der vorliegenden 
Erfindung zugrundeliegende technische Problem in der Bereitstel- 
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lung von Verfahren und Mitteln zu deren Durchfuhrung, die es ges- 
tatten, eukaryontische, therapeutisch und/oder diagnostisch bedeut- 
same Proteine, insbesondere autologe Proteine, aus Blutzellen, ins- 
besondere autologen Blutzellen, zu erhalten. 

5 Das technische Problem wird im Wesentlichen durch eine transiente, 
genetische Transformation von Blutzellen, die bevorzugt direkt an- 
schlieSende Kultivierung dieser Zellen im Serum und die bevorzugt 
anschlie&ende Applikation des produzierten Proteins im Serum, ins- 
besondere ohne Aufreinigung gelost: ErfindungsgemaB wird das 

10 Problem durch ein Verfahren zur Herstellung einer induzierten Blut- 
zusammensetzung aus Blut gelSst, wobei im Blut, insbesondere im 
Vollblut, das hei&t im nicht aufgereinigten und/oder fraktionierten 
Blut, enthaltende Blutzellen transient, das heiBt fQr einen bestimmten 
Zeitabschnitt begrenzt, oder stabil, das heiBt dauerhaft, mit mindes- 

15 tens einem Nucleinsauremolekul, insbesondere DNA oder RNA, 
transformiert werden. ErfindungsgemaB bevorzugt codiert das min- 
destens eine Nucleinsauremolekul mindestens ein Genprodukt, vor- 
zugsweise ein Protein, besonders bevorzugt ein therapeutisch 
und/oder diagnostisch bedeutsames Protein und/oder mindestens 

20 ein Effektormolekul, beispielsweise ein Effektorprotein, oder vor- 
zugsweise mindestens ein Nucleinsauremolekul, insbesondere RNA, 
das die Serumkonzentration therapeutisch oder diagnostisch rele- 
vanter Proteine moduliert, vorzugsweise erhflht. In einem weiteren 
Schritt des erfindungsgemaBen Verfahrens wird so eine induzierte 

25 Blutzusammensetzung erhalten, welche mindestens eine transfor- 
mierte Blutzelle umfasst, welche das mindestens eine Genprodukt, 
insbesondere ein therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsames 
Protein und/oder Effektormolekul, transient oder stabil exprimiert und 
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dieses vorzugsweise gegebenenfalls freisetzt, das hei&t sezerniert, 
und, insbesondere in einem weiteren Schritt, aus der induzierten 
Blutzusammensetzung das mindestens eine Genprodukt, vorzugs- 
weise das therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsames Protein 
5 und/oder EffektormolekQI und/oder mindestens ein Effektormolekul- 
reguliertes therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsames Prote- 
in erhalten wird. 

Besonders vorteilhaft ist dabei, dass die Benutzung von Blut als 
Rohstoff auf der einen Seite und als Produktionssystem fur das min- 

10 destens eine Genprodukt auf der anderen Seite vorzugsweise zu- 
sammen mit einer Applikation des mindestens einen bevorzugt pro- 
duzierten Proteins insbesondere im Serum besonders einfach und 
kostengQnstig ist. Es zeigt sich auch, dass die eukaryontischen Blut- 
zellen die Proteine korrekt prozessieren. Daruber hinaus treten, be- 

15 sonders vorteilhaft, in dem erfindungsgemaiien, vorzugsweise auto- 
logen oder heterologen, Produktionssystem keine Verunreinigungen 
oder andere immunogene Komponenten auf, die zu Unvertraglich- 
keitsreaktionen bei einem Empfanger des Genprodukts fuhren konn- 
ten. Bei der Benutzung eines erfindungsgemali erhaltenen Effektor- 

20 molekQIs, das heiBt eines Genprodukts, welches insbesondere die 
Serumkonzentration von therapeutisch und/oder diagnostisch be- 
deutsamen Proteinen moduliert, vorzugsweise erhoht, enth§lt die 
Blutzusammensetzung besonders vorteilhaft nur autologe, dass 
heifct von dem Spender stammende, und therapeutisch und/oder 

25 diagnostisch bedeutsame Proteine. Eine immunologische Reaktion 
bei Applikation, vorzugsweise Re-Applikation, der so hergestellten 
Blutzusammensetzung ist daher praktisch auszuschlielien. 



\ 
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Wird fQr die erfindungsgemaSe Transformation mindestens ein Ef- 
fektormolekul, insbesondere Effektorprotein, codierendes Nuclein- 
sauremolekul oder EffektormolekQI genutzt, welches die Produktion 
einer Vielzahl, vorzugsweise jeglicher, Proteine anregt, ergibt sich 
5 besonders vorteilhaft, dass die Produktion und/oder Freisetzung von 
gleichzeitig mehreren, vorzugsweise autologen, Proteinen in den 
Blutzellen angeregt wird. Insbesondere werden die Proteine dabei in 
einem naturlichen Mengenverhaitnis zueinander produziert und/oder 
freigesetzt. Beispiele fur solche EffektormolekQIe sind Transkriptions- 

10 faktoren, Proteine, welche Teil der Signaltransduktionskette sind, 
extrazellulare SignalmolekOle wie Cytokine oder anti-sense RNAs. 
Da viele Erkrankungen multifaktorielle Ursachen haben, ist die, ins- 
besondere gleichzeitige, Produktion mehrerer therapeutisch wirksa- 
mer Proteine in einem individuellen, physiologischen Verhaltnis der 

1 5 Proteine zueinander fQr die Anwendung dieser Proteine als Wirkstof- 
fe, insbesondere in einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
Behandlung des tierischen oder menschlichen Korpers, besonders 
vorteilhaft. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Ver- 
20 fahrens weist die erfindungsgemskR induzierte Blutzusammensetzung 
mindestens ein therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsames 
Protein in hoherer Konzentration als eine nicht transformierte Blutzu- 
sammensetzung auf. ErfindungsgemaB bevorzugt sind therapeutisch 
und/oder diagnostisch bedeutsame Proteine wie Cytokine, wie der 
25 natQrliche oder abgewandelte lnterleukin-1 Rezeptorantagonist, IL- 
1Ra, (IRAP). 
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ErfindungsgemaR bevorzugt wird in mindestens einer Blutzelle der 
erfindungsgemaR induzierten Blutzusammensetzung mindestens ein 
EffektormolekQI, insbesondere Effektorprotein, exprimiert, welches in 
nicht transformierten Blutzellen Qberhaupt nicht oder in einer Menge 
5 exprimiert wird, die unter derjenigen Menge liegt, welche von der 
mindestens einen, das EffektormolekQI, insbesondere Effektorpro- 
tein, exprimierenden Blutzelle der erfindungsgemaR induzierten Blut- 
zusammensetzung produziertwird. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 

10 maRen Verfahrens wird das Blut zur Herstellung der induzierten 
Blutzusammensetzung einem Organismus, insbesondere einem 
menschlichen oder tierischen Korper, Patienten oder Probanden mit 
mindestens einem Entnahmesystem, vorzugsweise einer Spritze, 
entnommen. ErfindungsgemaR bevorzugt wird das Blut mit dem 

15 mindestens einen Nucleinsauremolekul innerhalb der Spritze trans- 
formiert, wobei die zu transformierenden Blutzellen vorher nicht von 
anderen Blutkomponenten des entnommenen Bluts abgetrennt, das 
heilit fraktioniert, werden. In einer Variante des erfindungsgemaRen 
Verfahrens wird das Blut mit mindestens einem Entnahmesystem, 

20 vorzugsweise mit einer Spritze, entnommen und anschlieRend in 
mindestens ein weiteres GefaR gefullt. ErfindungsgemaR bevorzugt 
wird das entnommene Blut in diesem mindestens einen weiteren 
GefaR transformiert, vorzugsweise ohne vorher die zu transformie- 
renden Blutzellen von anderen Blutkomponenten abzutrennen, das 

25 heiRt als nicht fraktioniertes Blut, insbesondere als Vollblut. In einer 
Variante werden aus dem entnommenen Blut Blutzellen, insbeson- 
dere nucleare Zellen wie mononucleare Zellen, PBMC, von anderen 
Blutkomponenten getrennt, die Blutzellen transformiert und in Medi- 
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urn mit oder ohne Serum, insbesondere autologem Serum, vorzugs- 
weise autologem Serum, das bei oben genannter Trennung, das 
hei&t Fraktionierung, als isolierte Blutkomponente erhalten wurde, 
oder in reinem, das hei&t unverdiinntes, Serum, insbesondere rei- 
5 nem, autologem Serum, vorzugsweise reinem, autologem Serum, 
das bei oben genannter Trennung als isolierte Blutkomponente er- 
halten wurde, inkubiert. 

Erfmdungsgema.R bevorzugt 1st das mindestens eine zu transformie- 
rende NucleinsauremolekQI in einem Vektor enthalten, zum Beispiel 
10 in einem Plasmid oder in einem Virus. 

ErfindungsgemaS bevorzugt ist das mindestens eine zu transformie- 
rende NucleinsauremolekQI funktionell verbunden zu mindestens 
einem regulatorischen Element, zum Beispiel einem Promotor, En- 
hancer oder Intron, insbesondere mindestens einem blutzellspezifi- 
15 schen regulatorischen Element. In einer Variante ist das mindestens 
eine zu transformierende NucleinsauremolekQI funktionell verbunden 
zu mindestens einem ein Signalpeptid fQr die Proteinsezernierung 
aus der Zelle codierenden Nucleotidabschnitt. 

ErfindungsgemaR bevorzugt wird das zu transformierende Nuclein- 
20 sauremolekQI, insbesondere DNA oder RNA, gegebenenfalls mit 
mindestens einer Markersubstanz markiert. In einer Variante wird 
diese Markersubstanz genutzt zur Entfernung von uberschussiger, 
das heiBt nicht transformierter, DNA nach Abschluss des Transfor- 
mationsvorgangs. 

25 ErfindungsgemalJ bevorzugt wird das zu transformierende Nuclein- 
sauremolekQI, insbesondere DNA oder RNA, zusammen mit mindes- 
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tens einem weiteren Stoff, welcher die Transfektionsrate und/oder 
die Expressionsrate des zu transformierenden NucleinsauremolekOls 
moduliert, vorzugsweise erhoht, transformiert. ErfindungsgemaR be- 
vorzugt erfullt der weitere Stoff mindestens eine der folgend genann- 
5 ten Funktionen: a) Erkennung der Oberflachen spezifischer Zellty- 
pen, urn so diese Zellen spezifisch zu transformieren, b) Erhohung 
der Aufnahmeeffizienz des zu transformierenden Nucleinsauremole- 
kOls in die Zelle, c) Optimierung des nucleSren Transports des zu 
transformierenden NucleinsauremolekOls, d) Erhfihung der 
1 0 Transkriptionseffizienz des Transgens in der transformierten Zelle. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform des erfindungs- 
gemaSen Verfahrens wird das mindestens eine zu transformierende 
Nucleinsauremolekul, insbesondere DNA Oder RNA, immobilisiert 
auf mindestens einem festen Trager, insbesondere groBen oder 
15 kleinen Kugeln, beispielsweise aus Glas, auf magnetischen Kugel- 
chen und/oder auf der Wand des GefaBes, worin die Transformation 
stattfindet, insbesondere der Spritze, zur Transformation verwendet 
wird. 

Die Transfektion mit Kugeln, vorzugsweise MikroglaskUgelchen, 
20 („Bead-Transfektion u ) stellt ein System dar, bei dem Kugeln, vor- 
zugsweise Glaskugeln, mit Nucleinsauremolekulen, vorzugsweise 
mit Plasmid-DNA, beschichtet („gecoated") werden. Im Zusammen- 
hang mit der vorliegenden Erfindung werden unter „Mikroglaskugel- 
chen" oder „Glaskugeln" nicht allein Glaskugeln aus dem Material 
25 Glas verstanden, sondern auch Kugeln aus weiteren Materialien, 
welche bezOglich ihrer Funktion mit Glas vergleichbar sind, insbe- 
sondere NucleinsauremolekOle kovalent und/oder non-kovalent bin- 
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den konnen, beispielsweise polymere Kunststoffe wie Polyethylen, 
Polypropylen, Polystyrol, Polytetrafiuorethylen, Polyacrylate, Polya- 
mide, Polycarbonate, Polyimide, Polyacetate, Polyolefine, Silikone, 
Polysilane, Latex und ahnliche und/oder Gemische daraus. Die Ku- 
5 geln sind erfindungsgemaS bevorzugt auch als magnetische Kugeln 
(„magnetic beads") ausgebildet. Die GroSe der Kugeln beziehungs- 
weise Granulatpartikel liegt vorzugsweise zwischen 2 und 4 mm 
Durchmesser, wobei jedoch auch kleinere Partikel, insbesondere 
groBer als 100 ym\, eingesetzt werden konnen, zum Beispiel Glas- 
10 mehl. 

Wahrend der Adharenz der Zellen an diese Kugeln werden Nuclein- 
sauremolekule, insbesondere DNA oder RNA, vorzugsweise Plas- 
mid-DNA, in die Zellen aufgenommen, gelangen in den Zellkern und 
werden dort exprimiert. ErfindungsgemaB ist vorgesehen, Nuclein- 

15 sauremolekule auf einem festen Trager, zum Beispiel auf den gro- 
Ben oder kleinen Glaskugeln und/oder auf der Oberflache des Ent- 
nahmesystems, vorzugsweise in Form einer Spritze, und/oder auf 
weiteren GefaBen, die mit entnommenen Blut oder aufgetrennten 
Blutfraktionen in Kontakt gebracht werden, aufzubringen. Kernhaltige 

20 Blutzellen aus dem entnommenen Blut adherieren spezifisch an die- 
sem Trager, wie bei groBeren Kugeln, und/oder phagozytieren die- 
sen Trager, wie bei kleineren Kugeln. 

Die Beschichtung der Kugeln mit den NucleinsauremolekQIen erfolgt 
bevorzugt in kovalenter oder aber in non-kovalenter Art und Weise. 
25 Eine kovalente, insbesondere eine saure-labile kovalente, Bindung 
ist vor allem effektiv wenn die Trager durch Phagozytose aufge- 
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nommen werden. Eine non-kovalente Bindung ist vor allem effektiv, 
wenn die DNA nach Adharenz aufgenommen wird. 

Als Alternative und/oder zusatzliche Transformationsmethode ist die 
Elektroporation vorgesehen. In einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 

5 rungsform des erfindungsgema&en Verfahrens wird daher das min- 
destens eine zu transformierende Nucleinsauremolekiil, insbesonde- 
re DNA oder RNA, durch Elektroporation der zu transform ierenden 
Blutzellen transformiert. In einer bevorzugten Ausfuhrungsforrn bein- 
haltet das zu transformierende Nucleinsauremolekul mindestens ein 

10 die Expression korpereigener Proteine induzierendes, reprimieren- 
des und/oder regulierendes NucIeinsauremolekQI, beispielsweise 
mindestens ein Antisensekonstrukt, RNA-Element, transposables 
Element, Transkriptionsfaktor, insbesondere besteht es daraus. 

Bei der Applikation spezifischer elektrischer Felder werden Zellen in 
15 Abhangigkeit von den gewahlten elektrischen Parameter ab einer 
bestimmten GroBe transfiziert. Es ist vorgesehen, mit Hilfe der E- 
lektroporation insbesondere kernhaltige Blutzellen zu transformieren; 
dies geschieht insbesondere ohne eine vorherige Aufreinigung der 
kernhaltigen Blutzellen aus dem Blut. Das heilit, besonders vorteil- 
20 haft werden im Vollblut kernhaltige Blutzellen transformiert. Es ist 
vorgesehen, wahrend der Elektroporation bevorzugt „nackte" DNA zu 
benutzen, welche gegebenenfalls markiert ist, beispielsweise mit 
Biotin, um uberschussige, das heiSt nicht transformierte, DNA nach 
Abschluss des Transformationsvorgangs wieder entfernen zu kon- 
25 nen. 



In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform des erfindungs- 
gemaSen Verfahrens wird nach erfolgter Transformation, der Ex- 
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pression des mindestens einen transgenen Genprodukts, insbeson- 
dere des therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsamen Proteins 
und/oder Effektors in der mindestens einen transgenen Blutzelle und 
der Sezernierung aus der Blutzelle in das Serum, die mindestens 
5 eine Blutzelle und gegebenenfalls mindestens eine weitere nicht 
transformierte Blutzelle aus der induzierten Blutzusammensetzung 
vom Serum abgetrennt und ein induziertes, vorzugsweise zellfreies, 
Serum erhalten. 

ErfindungsgemaB besonders bevorzugt wird das zu transformieren- 
10 de NucleinsauremolekQI mit Hilfe von Liposomen, viralen Vektoren 
oder gebunden an groBen und/oder kleinen Kugeln, insbesondere 
Mikroglaskugelchen, transformiert, wobei insbesondere gegebenen- 
falls das mindestens eine zu transformierende NucleinsauremolekQI 
saurelabil an die groBen und/oder kleinen Kugeln gebunden ist. 

15 Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auSerdem auch ein 
Verfahren zur Transformation von mindestens einer, insbesondere 
im Blut vorhandenen, Zelle, beispielsweise Blutzellen, mit mindes- 
tens einem NucleinsauremolekQI, wobei die Zelle und/oder Blutzellen 
mit den Nucleinsauremolekulen in Kontakt gebracht, die Zellen 

20 und/oder die im Blut vorhandenen Blutzellen transformiert und stabil 
oder transient transformierte Zellen und/oder Blutzellen erhalten 
werden. ErfindungsgemaR bevorzugt werden dabei die zu transfor- 
mierenden Nucleinsauremolekule vor der Transformation insbeson- 
dere kovalent, insbesondere saurelabil, an grolle und/oder kleine 

25 Kugeln, insbesondere Mikroglaskugelchen, gebunden. 

Ein weiterer erfindungsgemSRer Gegenstand ist ein Verfahren zur 
Behandlung des menschlichen oder tierischen KGrpers, wobei dem 
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menschlichen oder tierischen Korper Blut, vorzugsweise mittels min- 
destens einer Spritze, entnommen wird und ein vorgenanntes erfin- 
dungsgemaUes Verfahren durchgefuhrt wird, urn insbesondere eine 
induzierte Blutzusammensetzung herzustellen. Erfindungsgemall 
5 wird die induzierte Blutzusammensetzung dem, vorzugsweise dem- 
selben, menschlichen oder tierischen KOrper, wieder appliziert, vor- 
zugsweise reappliziert. Bevorzugt wird im Wesentlichen allein das 
induzierte Blutserum, insbesondere nach Abtrennung der Blutzellen 
und/oder anderen Blutkomponenten, insbesondere korpuskularen 

10 Komponenten wie Erythrozyten und/oder Fibrinogen, in den mensch- 
lichen oder tierischen Korper appliziert. In einer erfindungsgema&en 
Variante dieses Verfahrens wird die hergestellte induzierte Blutzu- 
sammensetzung oder das induzierte Blutserum nicht in denselben 
tierischen oder menschlichen Korper reappliziert, sondern vielmehr 

15 in einen anderen tierischen oder menschlichen Korper appliziert. 

Ein weiterer erfindungsgemaBer Gegenstand ist die Verwendung von 
groBen und/oder kleinen Kugeln wie Mikroglaskugelchen, woran, 
vorzugsweise kovalent, vorzugsweise saurelabil, Nucleinsauremole- 
kule gebunden sind, fQr die Transformation von Blut, vorzugsweise 

20 von nuclearen Zellen aus Blut, insbesondere im Vollblut. Erfindungs- 
gemali bevorzugt ist dabei die Verwendung fur die Expression und 
Sezernierung von Proteinen und/oder Effektoren im Blut, insbeson- 
dere in Blutzellen. Ein weiterer erfindungsgemalier Gegenstand ist 
daher auch die Verwendung fur die Transformation von biologischen 

25 Zellen, insbesondere eukaryontischen Zellen, besonders bevorzugt 
pflanzlichen, pilzlichen oder tierischen Zellen wie SSugerzellen, ins- 
besondere humanen Zellen. 
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Weiterer erfindungsgemaSer Gegenstand ist schlielilich die Verwen- 
dung von Blut, insbesondere Vollblut, fur die Transformation von 
NucleinsauremolekQIen codierend wenigstens ein therapeutisch 
und/oder diagnostisch bedeutsames Protein und/oder Effektormole- 
5 kul, in mindestens eine Blutzelle des Blutes, insbesondere Vollblu- 
tes, fur therapeutische, insbesondere gentherapeutische Zwecke, 
vorzugsweise fQr die Gentherapie und/oder die Behandlung von 
LeukSmie, die Behandlung von traumatischen, degenerativen, chro- 
nisch inflammatorischen Erkrankungen des Nervensystems, des 

10 Bewegungsapparates oder verschiedener innerer Organe. Ein weite- 
rer erfindungsgemaSer Gegenstand ist daher auch die Verwendung 
von Blut, insbesondere Vollblut, fur die Herstellung von Arzneimittel- 
kits, insbesondere aus einer erfindungsgemaft hergestellten 
induzierten Blutzusammensetzung und/oder induziertem Serum, fur 

15 die vorgenannten therapeutischen Zwecke. Ein weiterer 
erfindungsgemaBer Gegenstand ist auch die Verwendung von 
Nucleotidmolekulen, insbesondere codierend fQr mindestens ein 
therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsames Protein und/oder 
EffektormolekQI, fur die Transformation von Blut, insbesondere von 

20 mindestens einer in dem Blut enthaltenen Blutzelle, und die 
Expression und gegebenenfalls Sezernierung mindestens eines 
therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsamen Proteins 
und/oder EffektormolekGIs fur die vorgenannten therapeutischen 
Zwecke. Ein weiterer erfindungsgemaBer Gegenstand ist auch die 

25 Verwendung dieser Nucleotidmolekule, insbesondere codierend fur 
therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsame Proteine und/oder 
EffektormolekGle, fur die Herstellung eines Arzneimittelkits fQr diese 
Transformation. 
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Erfindungsgemali bevorzugt findet die pharmazeutische Produktion 
des mindestens einen, insbesondere therapeutisch und/oder dia- 
gnostisch bedeutsamen, vorzugsweise autologen Proteins, durch 
patienteneigene Blutzellen und die anschliefcende autologe thera- 
5 peutische Applikation start. Alternativ dazu ist eine Transformation 
und Inkubation der Blutzellen direkt nach der Entnahme des Vollbluts 
in einem Entnahmesystem, die Aufarbeitung und Applikation des 
Serums vorgesehen. Insbesondere wenn die Transformation nach 
Auftrennung von Blutkomponenten beziehungsweise die Aufreini- 
10 gung von mononulearen peripheren Blutzellen, PBMCs ^peripheral 
blood mononuclear cells"). 

stattfindet, wird die Transformation bevorzugt durchgefUhrt a) ohne 
Wachstumsinduzierung mit zum Beispiel mitogenen oder wachs- 
tumsstimulierenden Substanzen wie lnterleukin-2 (IL-2) oder b) mit 
15 Wachstumsinduzierung mit zum Beispiel mitogenen oder wachs- 
tumsstimulierenden Substanzen wie IL-2. 

Nach der Wachstumsinduzierung und der Transformation bevorzugt 
mit Hilfe von Liposomen oder mittels Elektroporation ist vorgesehen, 
dass die Zellen ohne oder mit weiterer Wachstumsinduzierung wei- 
20 tergezuchtet werden. Es zeigt sich, dass insbesondere die Benut- 
zung von elektrischen Feldern, insbesondere bei der Elektroporation, 
das Zellwachstum und/oder die Zellentwicklung stimuliert. Die Elekt- 
rostimulation ist daher auch als Alternative zu bekannten wachs- 
tumsstimulierenden Substanzen vorgesehen. 

25 FQr die Entfernung der nicht transformierten NucleinsauremolekOle, 
insbesondere DNA und RNA, nach erfolgter Transformation, insbe- 
sondere die Entfernung der DNA aus humanem Serum nach Inkuba- 



WO 03/080122 PCT7EP03/02969 

15 



tion sind erfindungsgemaft im Wesentlichen folgende Verfahren vor- 
gesehen: In einer bevorzugten Variante sind die zu transformieren- 
den NucleinsauremolekQle gekoppelt an einen Trager, wobei nach 
der Inkubation das Serum zentrifugiert wird, und nach der Zentrifuga- 
5 tion das Serum, welches die gewunschten Proteine enthait, ent- 
nommen und filtriert wird, urn die letzten Trager- und Zellreste zu 
entfernen, wobei die nicht transformierten NucleinsauremolekQle zu- 
sammen mit den Tragern entfernt werden. In einer weiteren Variante 
werden markierte NucleinsauremolekQle eingesetzt, wobei nach der 

10 Inkubation dem Serum Zusatzstoffe, insbesondere Trager, hinzuge- 
fugt werden, welche eine Affinitat fQr die markierten Nucleinsauremo- 
lekQle besitzen. Im Falle von erfindungsgemaS bevorzugt mit Biotin 
markierten Nucleinsauremolekulen werden mit Streptavidin be- 
schichtete Trager eingesetzt, welche die Biotin-markierten MolekQIe 

15 binden. Die Trager werden anschlieliend mittels Zentrifugation 
und/oder, im Falle von magnetischen Tragern, mittels Magnetismus 
aus dem Serum entfernt, wobei die nicht transformierten Nucleinsau- 
remolekQle an den Trager gebunden aus dem Serum entfernt wer- 
den. In einer weiteren Variante wird das Serum mit den darin enthal- 

20 tenen nicht transformierten Nucleinsauremolekulen mittels mindes- 
tens einem Filter, welcher eine Affinitat fur die NucleinsauremolekQle 
hat, gereinigt. Beispielsweise binden mit Biotin markierte Nucleinsau- 
remolekQle an einen mit Streptavidin beschichteten Filter. Besonders 
vorteilhaft werden in dieser Variante in einem einzigen Schritt sowohl 

25 Zellreste als auch Qberschussige, nicht transformierte Nucleinsau- 
remolekQle aus dem Serum entfernt. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele und Figuren na- 
her beschrieben. 
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Die Figuren zeigen: 

Figur 1 - die Darstellung des IL-1R-Gehalts in der Blutzellkultur nach 
dem Pyrogenitatstest des Plasmids pcDNA-IL-1Ra, 

Figur 2 - die Darstellung der Abhangigkeit der DNA-Bindung an 
5 Glaskugeln von dem pH-Wert des Puffers, 

Figur 3 - die Darstellung der Abhangigkeit der DNA-Bindung an 
Glaskugeln von der Inkubationszeit in DNA-haltigem Puffer, 

Figur 4 - ein Agarose-Gel (2%) nach der PCR auf eine Verdun- 
nungsreihe von pcDNA-IL-1Ra in TE und auf Kugelwaschwasser, 
10 Ethidiumbromid-Farbung. Die Pfeile zeigen die vergleichbaren Ver- 
dunnungsstufen, 

Figur 5 - ein Agarose-Gel (2%) nach der PCR auf eine Verdun- 
nungsreihe von pcDNA-IL-1Ra in Humanserum, Ethidiumbromid- 
Farbung, die Kontrolle enthalt keine „Template"-DNA („Wasserkon- 
15 trolle"), 

Figur 6 - ein Agarose-Gel (2%) nach einer „nested"-PCR auf eine 
Verdunnungsreihe von pcDNA IL-1Ra in Humanserum, Ethidi- 
umbromid-Farbung, die Kontrolle enthalt keine „Template"-DNA 
(^asserkontrolle"), 

20 Figur 7 - ein Agarose-Gel (2%) nach PCR auf VerdOnnungsreihe 
von pcDNA-IL-1Ra in Humanserum, Probenmaterial des erfindungs- 
gemaBen Spritzensystems mit „Bead Transfektion" und des 
ORTHOKINO-Systems, Farbung mittels Ethidiumbromid, 
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Figur 8 — eine Darstellung des IL-1Ra-GehaIts nach „Bead- 
Transfektion" in der Blutzellkultur, 

Figur 9 - eine Darstellung des IL-1Ra-Gehalts im SerumOberstand 
nach 24 Stunden Inkubation von Vollblut, Vergleich des erfindungs- 
5 gemaSen Spritzensystems mit „Bead Transfektion" mit den 
ORTHOKIN®-System, einer Perfusorspritze ohne Kugeln und mit 
der Nullprobe, 

Figur 10 - eine Darstellung der spezifischen Aktivitat der B- 
Galaktosidase nach Elektroporation von PBMCs mit pVaxLacZ, 

10 Figur 11 - eine schematische Darstellung einer erfindungsgemafc 
eingesetzten Spritze (1) aus Glas Oder Kunststoff mit einem Stempel 
(3), einem optional abschraubbaren Verschluss (5), einem Ver- 
schlussansatz (13) und einer darauf angeordneten und diesen ab- 
schlieBenden abnehmbaren Kappe (7) mit Septum. Der Stempel (3) 

15 weist bevorzugt eine Sollbruchstelle (15) auf. Dargestellt ist auch 
erfindungsgemafc beschichtetes Granulat (9) im Lumen der Spritze. 

Beispiel 1: Transformation einer Blutzellkultur mit Hilfe von DNA- 
beschichteten Mikroglaskugelchen („Bead-Transfektion"). 

a) Blutzellkultur 

20 Die Blutzellkultur ist ein System, das hauptsachlich in der Forschung 
und der Entwicklung eingesetzt wird. Die Blutzellkultur dient der Kul- 
tivierung von Vollblut. Diese Methode wird zur „Bead-Transfektion" 
und zum Toxiz'rtatstest von DNA genutzt. 
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Dazu wird eine 48-Well-Zellkulturplatte (Nunc, Wiesbaden) entspre- 
chend dem Versuchsansatz vorbereitet, indem Mikroglaskugelchen 
zur „Bead-Transfektion" beziehungsweise DNA fur einen Toxizitats- 
test eingebracht werden. AnschlieBend wird nicht koaguliertes Voll- 

5 blut wird in die Kavitaten gegeben, wobei bei einer 48-Well-Platte 
cirka 1 ml pro Kavitat eingesetzt werden. Ein Teil des Vollbluts wird 
als Null-Probe fur etwa 5 Minuten bei 5000 x g zentrifugiert, an- 
schlieliend wird der Oberstand abgenommen und in eine Kav'rtat ei- 
ner 96-Well-Platte gegeben. Die Platte mit der Null-Probe wird ver- 

10 schlossen und eingefroren bei -80°C gelagert. Die 48-Well- 
Zellkulturplatte wird ebenfalls verschlossen und etwa 24 Stunden bei 
etwa 37°C bei 5% C0 2 -Sattigung und gesattigter Luftfeuchtigkeit in- 
kubiert. Nach der Inkubation wird der Serum-Oberstand der Proben 
in der 48-Well-Zellkulturplatte abgenommen und ebenfalls in die 96- 

1 5 Well-Platte gegeben. Die 96-Well-Platte mit den Proben wird bis zur 
Analyse eingefroren bei -80°C aufbewahrt. 

Bei einem Toxizitatstest beziehungsweise Pyrogenitatstest wird der 
lnterleukin-1R-Gehalt bestimmt; bei den Transfektionsexperimenten 
wird der Gehalt eines exprimierten Reporter- oder Zielproteins be- 
20 stimmt. 

Bei Ansatzen in anderen Formaten werden die Volumina jeweils ent- 
sprechend angepasst. 

b) Produktion der Plasmid-DNA ocDNA-IL-1Ra 

Das Plasmid pcDNA-IL-1Ra enthalt mindestens eine Sequenz die fur 
25 eine Protein codiert (..coding region") sowie ein Steuer-Einheit („pro- 
moter"), die in eukaryontischen Zellen wirksam ist. Es besteht aus 
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der kodierenden Region, der IL-1Ra-cDNA, in einem pcDNA-1 Vek- 
tor (Firma Invitrogen, Karlsruhe). Die Isolierung von Plasmid-DNA 
aus Bakteriensuspensionen erfolgt mit einem handelsublichen Sys- 
tem (Qiagen Maxiprep™ endofree-Kit™, Firma Qiagen) nach Proto- 
5 koll des Herstellers. Alle vom Hersteller vorgeschlagenen Kontrollen 
werden durchgefuhrt. Die Qualitatskontrolle des isolierten Plasmids 
erfolgt in an sich bekannter Weise durch spezifische PCR, Restrikti- 
onsverdau und Toxizitatstest beziehungsweise Pyrogenitatstest in 
einer Blutzellkultur . 

10 c) PvroaenitStstest der Plasmid-DNA pcDNA-IL-1Ra 

Es ist es erfprderlich, dass die verwendete DNA nicht pyrogen ist. In 
einer Blutzellkultur (siehe a) mit pyrogener DNA lag der IL-1 IJ-Gehalt 
bei durchschnittlich 2500 pg/ml. Als nicht pyrogen oder als endoto- 
xinfrei gilt die DNA, wenn der IL-1R-Gehalt nach der Inkubation mit 
15 dem potentiellen Pyrogen den Gehalt des untersten Standards des 
IL-1R-ELISA-Tests, namlich 15,2 pg/ml, nicht Obersteigt. In Figur 1 
sind die Ergebnisse des Pyrogenitatstests dargestellt: 

Es kann keine Erhohung des IL-1R-Geha1ts bei Inkubation mit 
pcDNA-IL-1Ra detektiert werden. Die IL-1B-Konzentrationen des 
20 SerumOberstands der in der Blutzellkultur inkubierten Verdunnungs- 
reihe der pcDNA-IL-1Ra sind kleiner als 15,2 pg/ml, die DNA wirkt 
nicht pyrogen. 

d) Beschichtuna der Glaskuaeln 

Plasmid-DNA wird unter spezifischen pH- und Salzbedingungen an 
25 die Oberflache von Glaskugeln gebunden. Nicht alle Glasarten und 
-qualitaten kdnnen non-kovalent DNA binden. In folgender Weise 
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wird festgestellt, ob die Trager geeignet sind, DNA non-kovalent zu 
binden: 

Erstens wird festgestellt, wie viele Waschschritte benotigt werden, 
um alle Ruckstande wie Glasstaub und Schmutz von den zu be- 
5 schichtenden Kugeln zu entfernen. Als Kugeln werden normalerwei- 
se Glaskugeln der Firma Roth (Karlsruhe) mit den Folgenden Eigen- 
schaften eingesetzt: 

Grolie 2,85 bis 3,3 mm, 

Chem. Zusammensetzung: 
10 Si0 2 68%, 

CaO 3%, 

BaO 6%, 



Dazu werden die Kugeln mehrmals hintereinander gewaschen, in- 
dem sie in ein 50 ml-R6hrchen gefullt werden und dieses mit Phos- 
20 phatpuffer mit pH 5,5 (1/15 mol/l KH 2 P0 3 , 1/15 mol/l Na 2 HP0 3 ) auf- 
gefUllt wird. Durch mehrmaliges Invertieren werden die Kugeln ge- 
waschen; die Fliissigkeit wird anschliellend wieder abgegossen. 

Es ist vorteilhaft, zunachst bei extrem niedrigen pH, d.h. zwischen 
0,01 und 2, oder bei extrem hohen pH, d.h. zwischen 10 und 14, 
25 vorzuwaschen, beziehungsweise erst bei hohem pH und anschlie- 
Send bei niedrigem pH, oder erst bei niedrigem pH und anschlie- 
Send bei hohem pH, um einen erhohten Reinigungsgrad der Glas- 



15 



K z O 

Na z O 

Al 2 0 3 

B 2 0 3 

bleifrei 



8%, 
10%, 
1%, 
2%, 
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trager zu erreichen. Die Waschzeiten betragen pro Waschdurchgang 
zwischen 2 min und 1 Std., vorzugsweise 30 min. Die Behandlungs- 
zeiten mit Saure und/oder Lauge betragen zwischen 2 min und 1 
Std., vorzugsweise 30 min. Gleichzeitig kommt es bei dieser Saure- 
5 beziehungsweise Laugenbehandlung zu einer Modifizierung der 
Glasoberflache. Diese Vorbehandlung oder Modifikation geschieht 
durch die Anwendung von herkommlichen organischen und/oder 
anorganischen Sauren wie SalzsSure, Schwefelsaure, Salpetersau- 
re, Phosphorsaure ZitronensSure oder Essigsaure, etc. sowie bevor- 
10 zugt Chromschwefelsaure, vorzugsweise 50%ige Chromschwefel- 
saure (z.B. Merck, Darmstadt, Best. Nr. 1.02499.2500, Chromschwe- 
felsaure wird mit Biochrom Reinstwasser Ultra Pure Water No. L 
0040 bis zur gewunschten VerdOnnung verdOnnt), beziehungsweise 
Laugen wie Natronlauge, Kalilauge, Ammoniak, etc. 

15 Der Verschmutzungsgrad wird durch photometrische Messung der 
optischen Dichte (OD) bei einer oder mehreren Wellenlangen zwi- 
schen 200 und 800, vorzugsweise bei 280 nm (OD 2 8o) ermittelt 

Oblicherweise bleibt nach 4 Waschschritten die OD 2 so konstant (sie- 
he Tabelle 1), was zeigt, dass entfernbare Schmutzpartikel von den 
20 Glaskugeln entfernt sind. 

Optional werden die Kugeln zusatzlich solange mit reinem Wasser, 
Leitfahigkeit bis maximal etwa 1 pS, gewaschen, bis die Leitfahigkeit 
des Waschwassers wieder der ursprunglichen Leitfahigkeit ent- 
spricht. Dann wird der Waschschritt noch einmal wiederholt. Dieser 
25 Schritt entfernt eventuelle Reste von lonen, die die Bindung der DNA 
und einen klinischen Einsatz nachteilig beeinflussen konnen. 
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Als Bindungspuffer wird idealerweise eine physiologische Losung 
wie PBS eingesetzt, weil dann fur einen zellphysiologischen oder 
klinischen Einsatz die lonenstarke und Zusammensetzung des Puf- 
fers nicht angepasst werden soil. Es wird ein pH-Wert-Gradient mit 

5 PBS im pH-Wert-Bereich von 5 bis 7 erstellt und die Bindung der 
DNA an den Glaskugeln getestet. Hierzu werden die Kugeln zwi- 
schen 1 und 10 mal, bevorzugt 4 mal, mit dem jeweiligen Puffer ge- 
waschen und mit pcDNA-IL-1Ra (10 ug/ml PBS) 90 min inkubiert. 
Vor und nach den einzelnen Schritten wird mittels OD-Messung bei 

10 260 und 280 nm die Reinheit der Kugeln und die Bindung der DNA 
kontrolliert. 

Tabelle 1 zeigt typische Ergebnisse einer OD-Messung nach 4 
Waschschritten zur Entfernung von Schmutzpartikel von den Glas- 
kugeln. 
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Tabelle 1: 



PH 


OD 2 ao 


Waschdurchgang 


1 | 


2 


3 


4 


5 j 


1,3 


0,7 


0,3 


0 


5 


1,1 


0.7 


0.2 


0 


5 


1,0 


0.8 


0,2 


0 


5,5 


0,8 


0.6 


0,3 


0 


5,5 


0,9 


0,7 


0,3 


0 


5,5 


1.1 


0,6 


0.3 


0 


6 


1.0 


0,6 


0.4 


0 


6 


1.1 


0,6 


0.4 


0 


6 


0,9 


0,6 


0.4 


0 



Fur die Untersuchung der DNA-Beschichtung der Kugeln werden die 
Kugeln 4-fach mit PBS (pH-Wert wie in der Tabelle angegeben) ge- 
waschen, um die Kugeln mit den lonen aus dem Puffer zu sattigen, 

5 und dann mit DNA-haltigem Puffer fur unterschiedliche Zeitspannen 
inkubiert (30, 60, 90, 120, 150 und 180 min). Vor und nach den ein- 
zelnen Schritten wird mittels OD-Messung bei 260 und 280 nm kon- 
trolliert, zuerst, ob alle Staubpartikel entfernt worden sind, und dann, 
wieviel DNA haften bleibt. Der pH-Wert des Puffers, bei dem die 

10 groBte Menge DNA an den Kugeln bindet, betragt pH 5,5 (siehe Fi- 
gure). Die Inkubationszeit, bei der die groRte Menge an DNA haften 
bleibt, betragt 1 ,5 Stunden (siehe Figur 3). 

Tabelle 2 zeigt Ergebnisse der OD-Messung zur Oberprufung der 
Waschschritte und Bestimmung des DNA-Gehalts in Proben aus der 
15 Kugelbeschichtung. 
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Tabelle 2: 





OD 2 eo 


OD 2 8o 


OD 2 6o/OD 2 80 


DNA-Gehalt 
[ug/ml] 


Waschwasser 1 


0,016 


0,012 


1,26 


0,8 


Waschwasser 2 


0,011 


0,007 


1,66 


0,6 


Waschwasser 3 


0,011 


0,006 


1,86 


0,5 


Waschwasser 4 


0,006 


0,005 


1,22 


0,0 


pcDNA 

vor Inkubation 


0,112 


0,078 


1,43 


15,6 


pcDNA 

nach Inkubation 


0,086 


0,047 


1,84 


14,3 


Waschwasser 5 


0,0 


0,0 


0,0 


0,0 



Die Glaskugeln fur die weiteren Studien werden in 50 ml sterilen 
RShrchen bis 15 ml geflillt (ca. 400 Kugeln) und 4 mal in PBS mit 
einem pH-Wert von 5,5 gewaschen, wobei wahrend der einzelnen 

5 Waschschritte eine sorgfaltige Durchmischung erfolgt. Das Wasch- 
wasser wird mittels OD-Messung bei 280 nm auf Schmutzpartikel 
kontrolliert. Dann wird Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 5,5 
(1/15 mol/l KH2PO3, 1/15 mol/l Na 2 HP0 3 ) mit Plasmid-DNA versetzt 
(15 ug/ml) und 10 ml dieser Losung auf die gewaschenen Kugeln 

10 gegeben. Nach 1,5 Stunden Inkubation wird die DNA-Losung ent- 
fernt und uber OD-Messung die verbliebene DNA-Menge ermittelt. 
Die Kugeln werden wiederholt mit PBS (pH-Wert 5,5) gewaschen, 
urn nicht gebundene DNA zu entfernen. 

e) Sterilisation der Kugeln 

15 Die Sterilisation soil die DNA und die Bindung nicht schadigen. Des- 
wegen wird keine Dampfsterilisation (fOhrt zu Denaturierung der 
DNA) oder Strahlung (induziert Mutationen in der DNA) eingesetzt. 
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Die Sterilisation der DNA beschichteten Kugeln erfolgt durch Zugabe 
von 40 ml 70% Ethanol unter der Sterilbank. Nach 24 Stunden Inku- 
bation wird das Ethanol entfernt und die Kugeln 4 mal in PBS (Firma 
PAA Laboratories, Colbe) gewaschen. Ethanol und Waschwasser 
5 werden durch die photometrische Absorption bei 260 und 280 nm 
auf DNA-MolekOle Qberpriift 

f) Nachweis der DNA aufden Kugeln mittels PCR 

Glaskugeln werden beschichtet und sterilisiert wie oben beschrieben. 
Um einen weiteren eindeutigen Nachweis fur die Bindung der DNA 
10 an die Glaskugeln zu erbringen, wird eine sensitive PCR-Methode 
entwickelt. Dazu wird ein Primer mittels der DNASTAR™-Software 
entwickelt und die Reaktionsbedingungen der Primer (Annealing- 
temperatur, MgCb-Konzentration, Elongationszeit, etc.) optimiert. 

Um die DNA von den beschichteten Kugeln zu losen, wird eine pra- 
15 parierte und eine nicht praparierte Kugel in 200 pi TE auf 95°C er- 
hitzt und 10 min auf Eis inkubiert Danach wird mittels eines Ver- 
gleichs mit einer Verdunnungsreihe einer bekannten Konzentration 
von Plasmid-DNA untersucht, ob DNA auf den Kugeln zu ermitteln 
ist (siehe Figur 4). Die Farbung der Banden erfolgt mittels Ethidi- 
20 umbromid. Durch Vergleich der Bandenstarken der PCR auf den 
Kugeluberstand mit den Bandenstarken der bekannten Piasmidkon- 
zentration kann der Gehalt an pcDNA-IL-1Ra im Kugeluberstand 
bestimmt werden. 

Bei den nicht praparierten Kugeln konnte keine DNA detektiert wer- 
25 den (nicht dargestellt), auf den beschichteten Kugeln ist DNA anwe- 
send. Nach Detektion mittels PCR und Gelelektrophorese (siehe Fi- 
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gur 4) konnte berechnet werden, dass die DNA-Konzentration in 
dem Kugeluberstand mindestens 1 |jg/ml betragt. An jeder Kugel 
bleiben 0,2 jjg DNA haften. 

a) Transfektion der Zellen 

5 Die Transfektion erfolgt in einer Blutzellkultur. Die mit DNA beschich- 
teten Glaskugeln werden in eine 48-Well-Zellkulturplatte MTP (Firma 
Nunc, Wiesbaden) eingebracht und mit 1 ml heparinisiertem Vollblut 
bei 37°C, 5%C0 2 inkubiert. Nach 24 Stunden Inkubation werden der 
Gesamtproteingehalt und der Gehalt an Reporter- oder Ziel-Protein 

10 im Serumuberstand analysiert. 

h) Bestimmuna der PCR-Detektionsarenze von Plasmid-DNA in Hu- 
man-Serum nach Transfektion 

FOr die Anwendung der Methode in der klinischen Praxis muss si- 
chergestellt sein, dass sich keine Plasmid-DNA im Serum befindet. 
1 5 Dies wird mit Hilfe der PCR uberpruft: 

DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) und dNTP's werden von der 
Firma Qiagen (Hilden) im „Supermix™" erworben und eingesetzt. Die 
Primer werden von Invitrogen (Karlsruhe) erworben. Deren Konzent- 
rationen werden auf 20 umol/l mit destilliertem Wasser eingestellt. 

20 Zur PCR-Amplifikation werden folgendes Primerpaar SEQ ID NO: 1 / 
SEQ ID NO: 2verwendet: 

(SEQ ID NO: 1) GCGCTTGTCCTGCTTTCTGTTCTC 



(SEQ ID NO: 2) TGGAGTTCCGCGTTACATA 
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Die PCR-Amplifikation wird dabei durchgefUhrt bei 94°C Denaturie- 
rung (30 sec), 58°C Annealing (30 sec) und 72°C Elongation (45 
sec) in 30 Zyklen. Die OberprQfung der Amplifizierung erfolgt mittels 
Agarose-Gelelektrophorese. 

5 Urn die Nachweisgrenze der Plasmid-DNA-Mengen zu bestimmen, 
wird humanes Serum 1:1 mit einer Verdunnungsreihe von Plasmid- 
DNA versetzt. Die durch PCR detektierte minimale Plasmidkon- 
zentration betragt 10 ng/mi (siehe Figur 5). Durch PCR auf eine Ver- 
dunnungsreihe bekannter Plasmidkonzentration kann eine Sensitivi- 

1 0 tat der PCR von 1 ug/ml ermittelt werden (siehe Bande 2 in Figur 5). 

Urn eine hohe Sensitivitat zu erreichen, wird eine „nested"-PCR 
durchgefUhrt. Zur DurchfUhrung der „nested"-PCR wird ein weiteres 
Primerpaar SEQ ID NO: 3 / SEQ ID NO: 4 eingesetzt: 

(SEQ ID NO: 3) GTCCTGCTTTCTGTTCTCGCTCAG 

1 5 (SEQ ID NO: 4) AACTAGAGAACCCACTGCTTAC 

Das Serum wird 1:1 mit einer Verdunnungsreihe von Plasmid-DNA 
versetzt, urn die Nachweisgrenze der PCR zu detektieren. Die detek- 
tierbare Endkonzentration von pcDNA-IL-1Ra in Humanserum be- 
tragt 10 pg/ml (Figur 6). 

20 /) Detektion von pcDNA-IL-1Ra in Humanserum nach Anwendung 
der beschichteten Kuaeln 

Humanes, nicht transfiziertes Serum wird mit einer Verdunnungsrei- 
he von Plasmid-DNA pcDNA-IL-1 Ra versetzt und mit humanem Se- 
rum nach der Transfektion in einer PCR verglichen. Anhand der Ver- 




m 



PCT/EP03/02969 



WO 03/080122 



28 



dunnungsreihe von pcDNA-IL-1Ra kann die Sensitivitat der PCR 
bestatigt werden, sie liegt bei 10 pg/ml. Figur 7 zeigt die Analyse des 
humanen Serums nach der Transfektion mittels PCR. In dem huma- 
nen Serum nach der Transfektion konnen keine DNA-Mengen von 
5 10 pg/ml oder mehr detektiert werden. Dies bedeutet, dass nach der 
Transfektion keine DNA im Serum hinterblieben ist. 

k) Expression des Transaens 

Die Zielzellen werden mit den zuvor beschichteten Kugeln 24 h inku- 
biert und anschliefcend einer IL-1Ra und IL-1fc-Messung unterzogen. 
10 Als Kontrolle dient: 

1 . SerumOberstand bei Versuchsbeginn 

2. SerumOberstand nach Inkubation mit ebenso behandelten 
aber nicht beschichteten Kugeln 

3. SerumOberstand nach Inkubation ohne Kugeln. 

15 Nach Analyse der Proben kann eine Erhohung des IL-1Ra-Gehalts 
bei den mit beschichteten Kugeln inkubierten Proben im Vergleich zu 
den mit nicht beschichteten Kugeln inkubierten Proben und ohne 
Kugeln inkubierte Proben detektiert werden (siehe Figur 8). Nach IL- 
1li-Messung konnte keine Erhohung detektiert werden, die Messwer- 

20 te lagen zwischen 8,32 und 11,51 pg/ml (nicht dargestellt). Dies 
zeigt, dass die IL-1Ra Produktion nicht durch eine pyrogene Reakti- 
on verursacht wird und die Folge der transiente Transformation sein 
muss. 
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Beispiel 2: Transformation mit Hilfe von DNA-beschichteten Glass- 
beads in einer Spritze 

a) Erstelluna der Soritze 

Steriles Granulat aus Glas wird eingesetzt, zum Beispiel Granulat 
5 der Firma Roth (Karlsruhe), Best. Nr. 17557.1, Oder ein Granulat der 
nachfolgenden Typen: 



10 



1) Roth 

Grofte: 2,85 bis 3,3 mm 

Chem. Zusammensetzung (%): 
Si0 2 68 



CaO 



3 



BaO 



6 



K 2 0 

Na 2 0 

AI2O3 

B 2 0 3 

bleifrei 



8 



10 



15 



1 



2 



20 



2) SiLi 5506/89-6 
GroBe: 2,3 bis 2,5 mm 

Material: Borosilikatglas 
Behandlung: 1 . Schleifverfahren 



2. Polierverfahren 



25 



Chem. Zusammensetzung (%): 
Si0 2 82 
Na z O 2 
Al 2 0 3 2 
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B 2 0 3 14 

Speziflsches Gewicht (kg/dm 3 ): 223 

Harte nach Mohs: 7 
Linearer Ausdehnungskoeffizient (20-300°C): 325 

5 Hydrolytische Klasse (DIN ISO 719): 1 

Saureklasse (DIN 1 21 1 6): 1 

Laugenklasse (DIN ISO 695): 2 

Transformationstemperatur (°C): 530 



10 31 SiLi 5004/99-5 

Gr8Be: 2,5 mm 

Material: Kalknatronglas 

Behandlung: Pressverfahren 

Chem. Zusammensetzung (%): 
15 Si0 2 67 

Na 2 0 16 

CaO 7 

AI2O3 5 

B 2 0 3 3 
20 . MgO 2 

PbO frei 

Harte nach Mohs: groBer Oder gleich 6 

4) Worf 

25 Gr6Re. 2 bis zu 3,5 mm 

Material: Kalknatronglas 
Behandlung poliert und thermisch verfestigt 
Chem. Zusammensetzung (%): 
SiQ 2 65 
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Na 2 0 16 

CaO 7 

Al 2 0 3 5 

B 2 0 3 3 

5 MgO 2 

Bleigehalt: frei 



Dichte (g/dm 3 ): 2,54 

HSrte nach Mohs: 6 

Hydrolytische Klasse: 3 

10 Deformationstemperatur (°C): 530+/- 10 



5) Duran 

Grolie: 2 bis zu 3,5 mm 

Material: Borosilikatglas 
15 Behandlung: 1 . Schleifverfahren 

2. Polierverfahren 

Chem. Zusammensetzung (%): 

Si0 2 81 

Na 2 0, K z O 4 
20 AI2O3 2 

B 2 0 3 13 



Dichte (g/dm 3 ): 2,23 

□nearer Ausdehnungskoeffizient (20-300X): 3,25 

Hydrolytische Klasse (DIN ISO 719): 1 

25 Saureklasse (DIN 12116): 1 

Laugenklasse (DIN ISO 695): 2 

Transformationstemperatur (°C): 525 
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Die Oberflache des Granulats wird normalerweise mit Hilfe eines 
handelsiiblichen Chromschwefelsaure-Praparats im Batch- 
Verfahren, wie in Beispiel 1 ausgefQhrt, modifiziert; es kann aber 
auch jede andere in Beispiel 1 aufgefuhrte Saure und/oder Lauge 
5 verwendet werden. AnschlieBend wird das Granulat mit Wasser ge- 
spQIt, urn die Saure/Lauge-Reste wegzuwaschen. Dann wird das 
Granulat bei 121 °C unter einem Druck von 2 bar mindestens 20 min 
inkubiert, um so das Granulat zu sterilisieren und mit Wasser zu sat- 
tigen. Das Granulat wird anschlieftend fur 20 min bei 80°C getrock- 



Erste Waschschritte werden in sterilen 50 ml-R6hrchen durchgefQhrt. 
Dann werden ca. 150 Glaskugeln in eine Kunststoff-Perfusor-Spritze, 
beispielsweise Typ Nr. 00137 (Becton, Dickinson and Company, 
Heidelberg), uberfuhrt und in der Spritze mit DNA beschichtet. Die 

15 DNA-L6sung wird abgelassen und die Kugeln gewaschen. Alle wei- 
teren Schritte werden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Zur Sterili- 
sation wird 70% Ethanol eingefullt, die Spritze verschlossen und ca. 
24 Stunden inkubiert. Dann folgen die Waschschritte mit PBS (PAA 
Laboratories, Colbe), wobei PBS oben eingefullt wird und wieder ab- 

20 laufen gelassen wird. Angepasst an die GrdRe der Spritze werden 
etwa 1, 2, 4 oder 10 cm 3 , oder gegebenenfalls mehr oder weniger, 
der praparierten Kugeln in eine zweite sterile Spritze umgefOllt. Ge- 
gebenenfalls wird die Spritze neben dem sterilisierten und modifizier- 
ten Granulat mit einer hinreichenden Menge eines Anticoagulans wie 

25 Heparin (Liquemin™, Heparin-Natrium™ 2500 I.E.) oder Na-Citrat 
gefullt. Diese Spritze wird verschlossen und eingeschweiSt. 



10 



net. 
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b) aenerelle Anwenduna der Spritze 

Der Anwender entnimmt das sterile Besteck aus der Verpackung 
und entnimmt dem Patienten Blut. Die Spritze verfugt an ihrer Off- 
nung in dem Verschlussansatz uber ein Septum, welches zur Ent- 
5 nahme durch das Abnahmezubehdr, also die Nadel des Adapters, 
durchstochen wird. Nach Abnahme des Adapters verschlieSt sich 
das Septum selbsttatig wieder. Nach Blutentnahme wird der Sprit- 
zenstempel an einer Sollbruchstelle abgebrochen. Die Figur 12 zeigt 
eine bevorzugte Ausfuhrungsform dieser Spritze. 

10 Die Spritze mit Blut wird dann 24 Stunden bei etwa 37°C bis 41 °C 
inkubiert. Die Inkubation erfolgt liegend. Bevorzugt kann das Blut 
umgefulit und zentrifugiert werden. Nach der Zentrifugation wird das 
Plasma dann durch einen sterilen Vorsatzfilter, zum Beispiel 0,2 urn, 
abgenommen. 

15 c) expehmentelle Anwenduna der Spritze zur klinischen Einsetzbar- 
keit 

Mit der praparierten Spritze wird einem freiwilligen Spender Blut ent- 
nommen. Als Kontrolle werden eine ORTHOKI N®-Spritze (Firma 
ORTHOGEN, DQsseldorf), eine Perfusor-Spritze ohne Kugeln und 

20 ein 10 ml-Serum-Rohrchen (Firma Sarstedt, NQmbrecht) als Null- 
Probe abgenommen. Die Null-Probe wird unmittelbar nach der Ab- 
nahme bei 4000 x g bei 4°C fur 10 min zentrifugiert und der Serum- 
uberstand bei -20°C eingefroren und aufbewahrt. Die Spritzen wer- 
den bei 37 °C und 5%C0 2 fUr 24 Stunden inkubiert. Nach Inkubation 

25 wird das Serum abgenommen und bei 4000 x g, 4°C, 10 min zentri- 
fugiert, urn alle Blutzellen zu entfernen. Der Oberstand wird mit einer 
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20 ml-Spritze (Firma Sarstedt, Numbrecht) aufgezogen, mit einem 
0,2 |jm-Filter (Minisart™, Firma Sartorius) steril filtriert und in 1,8 ml- 
Rohrchen abgefullt. Das Serum wird bei -20°C eingefroren und zur 
Analyse aufbewahrt. 

5 Urn die klinische Einsetzbarkeit des Systems beurteilen zu konnen, 
wird das erhaltene Serum sorgfaltig analysiert. Neben der in der 
Transfusionsmedizin ublichen Qualitatskontrolle des Blutprodukts 
wie das Screening auf HCV, HBV, HIV und Syphillis wird ein Sterili- 
tatstest und eine Messung des Transgenaktivitat durchgefiihrt. Es 

10 muss sichergestellt sein, dass eine Ubliche Qualitatskontrolle durch- 
fuhrbar ist und nicht nachteilig beeinflusst wird. 

Die Benutzung einer Spritze als Entnahmesystem lasst eine klinische 
Anwendung zu. Die in der Transfusionsmedizin ublichen Qualitats- 
kontrollen des Blutprodukts wie das Screening auf HCV, HBV, HIV 
15 und Syphillis ergeben ein gleiches Ergebnis in alien getesten Syste- 
men. Der Sterilitatstest zeigte, dass in alien Systemen nach Aufar- 
beitung des Serums keine Keime vorkamen. 

Es kann eine Erhohung des IL-1Ra-Gehalts im erfindungsgemaRen 
Ansatz im Vergleich zur Null-Probe und zur ORTHOKIN®-Spritze 

20 (Vergleichsbeispiel) ermittelt werden (siehe Figur 9). Es kann hinge- 
gen keine Erhohung des IL-1ft-Gehalts detektiert werden, die Mess- 
werte liegen zwischen 7,2 und 10,9 pg/ml (nicht dargestellt). Dies 
zeigt, dass die IL-1Ra Produktion nicht durch eine pyrogene Reakti- 
on verursacht wird und die Folge der transiente Transformation sein 

25 muss. 
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d) Klinischer Erfola 

An einem Patientenkollektiv werden 18 therapeutische Anwendun- 
gen mit den hier beschriebenen Systemen durchgefuhrt und klinisch 
bewertet. Es handelt sich um Patienten mit Knorpeldefekten am Knie 
5 beziehungsweise Sprunggelenk aufgrund degenerativer und ent- 
zundlicher Erkrankungen des Bewegungsapparates. 

Die Beurteilung der Wirksamkeit und der Nebenwirkungen wird ra- 
diologisch dokumentiert und anhand von WOMAC-Score, VAS- 
Score und anamnestischer Daten beurteilt. 

10 BezOglich der Wirksamkeit kann bei alien untersuchten und behan- 
delten Patienten in den behandelten Gelenken im Beobachtungszeit- 
raum eines haiben Jahres eine frappierende, Qberraschende und 
hochsignifikante Schmerzhemmung, Besserung der Beweglichkeit 
und Besserung des Allgemeinbefindens beobachtet werden. 

15 Schwerwiegende Nebenwirkungen traten nicht auf. 

Beisoiel 3: Transformation von mononuklearen Blutzellen (PBMC) 
a) Isolieruna und Kultivieruna von PBMCs 

Zur Isolierung von PBMCs (mononukleare Blutzellen) wird eine Dich- 
tegradientenlosung verwendet. Zu diesem Zweck wird nicht coagu- 
20 liertes Vollblut zu gleichen Teilen mit Kulturmedium Oder physiologi- 
scher Salzlosung (z.B. Dulbecco's PBS) verdQnnt. 50 ml- 
Zentrifugenrohrchen werden mit 12,5 ml Trennlosung (Dichte 1,077 
g/ml) versehen und das verdunnte Vollblut wird vorsichtig uber die 
Trennlosung geschichtet (bis ca. 25 ml pro Rohrchen). Die ROhrchen 



WO 03/080122 




PCT/EP03/02969 



werden bei 400 x g fUr 30 min bei 1 5 bis 25 °C zentrifugiert. Nach 
der Zentrifugation bilden mononukleare Zellen eine weifte Grenz- 
schicht zwischen der Plasma und der Gradientenlosung. Erythrocy- 
ten und Granulocyten befinden sich im Sediment, im Serum befinden 
5 sich Thrombocyten. 

Vorsichtig werden zuerst Plasma und dann mononukleare Zellen mit 
der Pipette entnommen und getrennt in sterile Rehrchen uberfUhrt. 
Die Zellsuspension mit den mononuklearen Zellen (PBMCs) wird zu 
gleichen Teilen mit Kulturmedium oder einer physiologischen Salzlo- 
10 sung (Dulbecco's PBS) gemischt und ungebremst bei 250 x g, 10 
min, 25 °C abzentrifugiert. Das Pellet wird resuspendiert und die Zel- 
len werden 2 bis 3 mal mit Zellkulturmedium RPMI 1640 (mit L- 
Glutamin) (Invitrogen, Karlsruhe, Best.Nr.: 21875034) gewaschen. 

p) Elektroooration 

15 Bei der Elektroporation wird eine Zellsuspension in Gegenwart einer 
DNA-L6sung einem oder mehreren elektrischen Pulsen ausgesetzt. 
So werden in der Zellmembran Poren erzeugt, durch welche die 
DNA in die Zelle gelangen kann. Die Bildung der Poren ist von unter- 
schiedlichen Faktoren abhangig und die Poren mOssen nach der 

20 Elektroporation wieder geschlossen werden. Dabei sind insbesonde- 
re Temperatur und Elektroporationsmedium entscheidend. Nach der 
Aufnahme der DNA migriert die DNA in den Kern und wird in dem 
Kern transkribiert. Die Migration in den Kern wird mit Hilfe der Pulse 
elektrophoretisch unterstOtzt. Oblicherweise werden unterschiedliche 

25 Pulse appliziert. Der erste oder die ersten Pulse sind kurz und stark, 
das heilit haben eine hohe Feldstarke, die nachfolgenden Pulse sind 
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10 



15 



20 



gegebenenfalls schwacher und kdnnen unterschiedliche Parameter 
(siehe unten) haben. 

Zur Elektroporation von PBMCs werden folgende Bedingungen ein- 
gesetzt: 



Zellzahl: 



DNA-Menge: 



Feldstarke: 



Pulszahl: 



Pulsdauer: 



Pulsabstand: 



Kapazitat 



10 4 bis 10 10 Zellen pro ml, 
vorzugsweise 10 7 Ze!len pro ml 

1 bis 1 00 ug pro Ansatz, 
vorzugsweise 20 pg pro Ansatz 

10 bis 2500 V/cm, d.h. 4 bis1000V, 

bei einer4mm Kilvette: vorzugsweise 1500V/cm, 

d.h. 600 V 

1 bis 100, 
vorzugsweise 10 

1 bis 1 500 usee, 
vorzugsweise 0,1 sec 

0,01 bis 1 sec, 
vorzugsweise 1 sec 

10 bis 4000 uF, vorzugsweise 1050 uF 



Elektroporationsmedium: 



RPMI, 

RPMI+10-30%FCS, 
RPMI+10-30%AP, PBS, 
vorzugsweise RPMI+10%AP 
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c) Einfluss wachstumsstimulierender Faktoren 

Die PBMCs werden in mit wachstumsstimulierenden Faktoren ver- 
setzten Medien inkubiert. Die Kultivierung erfolgt in RPM1 1640 bei 
37 °C, 5% C0 2 und 10% autologem Plasma, zweckma&igerweise mit 
5 Zugabe von wachstumsstimulierenden Substanzen wie 10-30 U/ml 
IL-2 (Roche, Mannheim) oder 2-10 ug/ml PHA-M (Roche, Mann- 
heim). 

Nach 3 Tagen Inkubation wird elektroporiert. Die Zusammensetzung 
des Mediums betragt RPMI + 10% AP + 10 U/ml IL-2. Die Elektropo- 
10 ration erfolgt bei folgenden Bedingungen: 10 7 Zellen pro ml, 20 ug 
DNA, 1500 V/cm in 4 mm Kuvette, 10 Pulse, 0,1 sec Pulsdauer, 1 
sec Pulsabstand und anschlie&ende Inkubation auf Eis fur 15 min. 

Figur 10 zeigt die spezifische Aktivitat der R-Galaktosidase nach 
Elektroporation von PBMCs mit pVaxLacZ: Es zeigt sich eine deutli- 
15 che Erhohung der spezifischen Aktivitat der B-Galaktosidase bei mit 
DNA elektroporierten Proben im Vergleich den nicht 
elektroporierten oder ohne DNA elektroporierten Kontrollen. 

Beispiel 4: Herstellung einer Glasspritze mit Granulat 

Zur Herstellung der Spritze wird die Oberflache der inneren Struktur 
20 der fabrikneuen und originalverpackten Spritze und des fabrikneuen 
und originalverpackten Glasgranulats gemSS Beispiel 1 gewaschen 
und modifiziert: Die Spritze wird dazu durch ein- bis zehnmaliges, 
vorzugsweise dreimaliges, vollstandiges Aufziehen und Ausspritzen 
der Sdure und/oder Lauge behandelt und dabei gesaubert bezie- 
25 hungsweise modifiziert. Nach dem letzten Aufziehen wird die Spritze 
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unten abgedichtet und in geftilltem Zustand 5 bis 30 min mit der 
Saure und/oder Lauge inkubiert. AnschlieBend wird der Spritzenkol- 
ben entfernt und zwei- bis zehnmal, vorzugsweise viermal, durch 
vollstandiges Auffullen und Ablaufenlassen des Spritzenzylinders mit 
5 frischem Reinstwasser durchgewaschen, wobei darauf zu achten ist, 
dass das Waschwasser vollstandig ein- und ausgefUHt wird. Sodann 
wird der Spritzenkolben in S§ure und/oder Lauge getaucht und 
grQndiich mit destilliertem Wasser abgewaschen. 

Eventuell in der Spritze vorhandene Wasserreste werden durch Be- 
10 tupfen des Lueranschlusses kapillar abgesaugt, um ein schnelles 
Trocknen der Spritze zu gewahrleisten. Voneinander getrennte Kol- 
ben und Spritzen inklusivt* cer eventuell darin enthaltenen Glasper- 
len werden in Melag-Folie mit Indikatorfeld (Melag, Melafol 1502) 
eingeschweilit (Melag, Melaseal). Die so verpackten Spritzen werden 
15 im Trockenschrank (Melag-Trockensterilisator) bei 80°C fur mindes- 
tens 60 min getrocknet. Die getrockneten verpackten Spritzen wer- 
den anschlieBend bei 132°C 30 min bei 2 bar autoklaviert (Wolf Au- 
toklav HRM 242 II) und bei 80°C fUr mindestens 60 min ein weiteres 
Mai getrocknet. 

20 Das Granulat wird mehrmals mit Salzlosung/Puffer gewaschen und 
fur mindestens 2 Std. in der Plasmid-Salzlosung inkubiert. Dieses 
Plasmid enthalt mindestens eine Sequenz, die fur ein Protein 
und/oder Effektormolekul codiert, sowie mindestens ein regulatori- 
sches Element wie einen Promotor, welches in eukaryotischen Zel- 

25 len wirksam ist, beispielsweise das pcDNA1-IL-1Ra. Entscheidend 
fQr eine hohe Protein- und/oder Effektorproduktion ist die Pyro- 
genfreihiet der verwendeten DNA. Die beschichteten Kugeln, bzw. 
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Granulat, werden nach der Inkubation gewaschen und mit Ethanol 
oder Gas in an sich bekannter Weise, vorzugsweise wie in Beispiel 1 
dargestellt, sterilisiert. 

Vor der Anwendung der Glasspritze wird Heparin (z.B. Liquemin™ N 
5 2500, Heparin-Natrium™ 2500 I.E.) oder Citrat (z.B. ACDA) in die 
Spritze eingebracht, um eine Koagulation des spater aufgenomme- 
nen Blutes zu verhindern. Der Einsatz von Coagulantien erweist sich 
auch vorteilhaft bei der Aufarbeitung von IL-1 Ra-haltigem Serum. 
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Anspruche 

1. Verfahren zur Herstellung einer induzierten Blutzusammensetzung 
aus Blut, wobei im Blut enthaltende Blutzellen transient oder stabil 

5 mit mindestens einem NucleinsSuremolekQI transformiert werden, 
vorzugsweise mit einem NucleinsauremolekOI, welches mindestens 
ein therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsames Protein oder 
ein Effektormolekul codiert und eine induzierte Blutzusammenset- 
zung erhalten wird, deren Blutzellen transient oder stabil das thera- 
10 peutisch und/oder diagnostisch bedeutsame Protein und/oder das 
Effektormolekul exprimieren und gegebenenfalls sezernieren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die induzierte Blutzusammen- 
setzung eine Blutzusammensetzung ist, die mindestens ein thera- 
peutisch und/oder diagnostisch bedeutsames Protein in hoherer 

15 Konzentration als eine nicht transformierte Blutzusammensetzung 
enthalt, zum Beispiel Cytokine, wie natiirliches oder abgewandeltes 
IL-1Ra (IRAP; Interleukin 1 Rezeptorantagonist). 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die induzierte Blutzusammen- 
setzung eine Blutzusammensetzung ist, in deren Blutzellen mindes- 

20 tens ein Effektormolekul, vorzugsweise Protein oder RNA, exprimiert 
wird, welches in nicht transformierten Blutzellen gar nicht oder nicht 
in dieser Menge exprimiert wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das 
Blut einem Patienten mit einem Entnahmesystem entnommen und 

25 das Blut mit dem mindestens einen NucleinsauremolekOI in dem 
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Entnahmesystem transformiert wird, ohne vorher die zu transformie- 
renden Blutzellen von anderen Blutkomponenten abzutrennen. 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, wobei das Blut ei- 
nem Patienten entnommen, Blutzellen, insbesondere nucleSre Zel- 

5 len, von anderen Blutkomponenten getrennt, die Blutzellen transfor- 
miert und in Medium mit oder ohne Serum oder in reinem Serum 
inkubiert wird. 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, wobei das Blut ei- 
nem Patienten mit einem Entnahmesystem entnommen, in ein ande- 

10 res Gefali gefullt und in diesem Gefali transformiert wird, ohne vor- 
her die zu transformierenden Blutzellen von anderen Blutkomponen- 
ten abzutrennen. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das 
NucieinsauremolekQI, insbesondere DNA oder RNA, immobilisiert 

15 auf festen Tragern, zum Beispiel groBen oder kleinen Kugeln, bei- 
spielsweise aus Glas, oder magnetischen Kugelchen oder der Wand 
der Spritze, zur Transformation verwendet wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das 
NucieinsauremolekQI, insbesondere DNA oder RNA, gegebenenfalls 

20 markiert mit einer Markersubstanz, zur Transformation verwendet 
wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das 
NucieinsauremolekQI, insbesondere die DNA oder RNA, zusammen 
mit einem Zusatz, der die Transfektion und/oder Expression des 

25 Nucleinsauremolekuls erhoht, transformiert wird. 
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10. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei 
das NucleinsauremolekQI durch Elektroporation transformiert wird. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei 
das NucleinsauremolekQI ein die Expression kSrpereigener Proteine 

5 induzierendes, reprimierendes oder regulierendes MolekQI codiert, 
zum Beispiel ein Antisensekonstrukt, RNA-Element, Transkripitions- 
faktor oder ein transposables Element. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei 
das NucleinsauremolekQI in einem Vektor enthalten ist, zum Beispiel 

10 in einem Plasmid oder in einem Virus. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei 
das NucleinsauremolekQI funktionell verbunden zu mindestens ei- 
nem regulatorischen Element, zum Beispiel einem Promotor, Enhan- 
cer oder Intron, vorliegt, insbesondere einem blutzellspezifischen 

1 5 regulatorischen Element. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei 
das NucleinsauremolekQI funktionell verbunden zu einem ein Signal- 
peptid fQr die Proteinsezernierung aus der Zelle codierenden 
Nucleotidabschnitt vorliegt. 

20 15. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei 
nach der Transformation, Expression und Sezernierung des mindes- 
tens einen induzierten therapeutisch und/oder diagnostisch bedeut- 
samen Proteins aus den transformierten Zellen in das Serum die 
Zellen vom Serum abgetrennt werden und ein induziertes Serum 

25 erhalten wird. 
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16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
das mindestens eine Nucleinsauremolekul mit Hilfe von Liposomen, 
viralen Vektoren oder gebunden an Mikroglaskiigelchen transfer- 
miert wird. 

5 17. Verfahren zur Transformation von Zellen, insbesondere im Blut 
vorhandenen Zellen, zum Beispiel Blutzellen, mit Nucleinsauremole- 
kiilen, wobei die Zellen oder Blutzellen mit den Nucleinsauremolekti- 
len in Kontakt gebracht, die Zellen oder die im Blut vorhandenen 
Blutzellen transformiert und stabil oder transient transformierte Zel- 

1 0 len oder Blutzellen erhalten werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die NucleinsauremolekOle 
vor der Transformation insbesondere kovalent, insbesondere saure- 
labil an ^y!ikroglaskQgelchen gebunden werden. 

19. Verfahren zur Behandlung des menschlichen oder tierischen 
15 Korpers, wobei dem menschlichen oder tierischen Korper Blut, vor- 

zugsweise mittels einer Spritze, entnommen, ein Verfahren nach 
einem der vorhergehenden Anspruche durchgefuhrt und die indu- 
zierte Blutzusammensetzung dem menschlichen oder tierischen 
Korper wieder reappliziert wird, gegebenenfalls allein das Blutserum 
20 nach Abtrennung von den transformierten Blutzellen und anderen 
Blutkomponenten. 

20. Verwendung von Mikroglaskiigelchen, insbesondere gebundene 
Nucleinsauren aufweisende Mikroglaskiigelchen, fOr die Transforma- 
tion von Vollblut, insbesondere nuclearen Zellen im Vollblut, insbe- 

25 sondere fOr die Expression und Sezernierung von Proteinen in Blut, 
insbesondere Blutzellen. 
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21. Verwendung von Mikroglaskugelchen, insbesondere gebundene 
Nucleinsauren aufweisende Mikroglaskugelchen, fur die Transforma- 
tion von biologischen Zellen, insbesondere tierischen, pflanzlichen 
oder humanen Zellen. 

5 22. Verwendung von Blut, insbesondere Vollblut, fur die Transforma- 
tion von NucleinsauremolekQIen, codierend therapeutisch und/oder 
diagnostisch bedeutsame Proteine oder EffektormolekQIe, in die 
Blutzellen des Blutes, insbesondere fur die Gentherapie und/oder die 
Behandlung von Leukamie, fur die Behandlung von traumatischen, 

10 degenerativen, chronisch inflammatorischen Erkrankungen des Ner- 
vensystems, des Bewegungsapparates oder verschiedener innerer 
Organe. 

23. Verwendung von Blut fur die Herstellung eines Arzneimittelkits 
fur gentherapeutische Zwecke und/oder die Behandlung von Leuka- 

15 mie, fur die Behandlung von traumatischen, degenerativen, chro- 
nisch inflammatorischen Erkrankungen des Nervensystems, des 
Bewegungsapparates oder verschiedener innerer Organe. 

24. Verwendung von NucleotidmolekQIen, insbesondere codierend 
fur therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsame Proteine oder 

20 EffektormolekQIe, fur die Transformation von Blut oder Blutzellen und 
die Expression und gegebenenfalls Sezernierung des therapeutisch 
und/oder diagnostisch bedeutsamen Proteins beziehungsweise Ef- 
fektormolekOls, zum Beispiel fOr die Leukamiebehandlung, fOr die 
Behandlung von traumatischen, degenerativen, chronisch inflamma- 

25 torischen Erkrankungen des Nervensystems, des Bewegungsappa- 
rates oder verschiedener innerer Organe. 
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25. Verwendung von Nucleotidmoleklilen, insbesondere codierend 
fQr therapeutisch und/oder diagnostisch bedeutsame Proteine oder 
Effektormolekule, fur die Herstellung eines Arzneimittelkits, fur die 
Transformation von Blut oder Blutzellen und die Expression und ge- 
5 gebenenfalls Sezernierung des therapeutisch und/oder diagnostisch 
bedeutsamen Proteins beziehungsweise Effektormolekuls, zum Bei- 
spiel fQr die Behandlung von traumatischen, degenerativen, chro- 
nisch inflammatorischen Erkrankungen des Nervensystems, des 
Bewegungsapparates oder verschiedener innerer Organe. 
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